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Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ðåàêöèé ôåðìåíòàòèâíî-
ãî êàòàëèçà, âêëþ÷àÿ ñòàäèè ýëåìåíòàðíûõ õèìè÷åñ-
êèõ ïðåâðàùåíèé â àêòèâíûõ öåíòðàõ áåëêîâûõ ñèñ-
òåì, íåîáõîäèìî äëÿ ïîëó÷åíèÿ çíàíèé î ôóíêöèîíè-
ðîâàíèè êëåòîê æèâûõ îðãàíèçìîâ, äëÿ ðåøåíèÿ
ïðàêòè÷åñêèõ çàäà÷ ôàðìàöåâòèêè è áèîòåõíîëîãèè
[1]. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìåòîäîâ, ïðèìå-
íÿåìûõ äëÿ èçó÷åíèÿ ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé, âêëþ-
÷àÿ òðàäèöèîííûå êèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, ÷àñòî
â ñî÷åòàíèè ñ ïðèåìàìè ãåííîé èíæåíåðèè, à òàêæå
èññëåäîâàíèÿ ìåòîäàìè ðåíòãåíî-ñòðóêòóðíîãî àíàëè-
çà êîìïëåêñîâ ôåðìåíòîâ ñ àíàëîãàìè ñóáñòðàòîâ
èëè èíãèáèòîðàìè, ïðåäîñòàâëÿþò âàæíåéøóþ èíôîð-
ìàöèþ î ìåõàíèçìàõ ñëîæíûõ ïðåâðàùåíèé â áåëêàõ.
Ðåçóëüòàòû êîìïüþòåðíûõ ðàñ÷åòîâ íà îñíîâå ñîâðå-
ìåííûõ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, à
èìåííî ìîëåêóëÿðíîé ìåõàíèêè (ÌÌ), ìîëåêóëÿðíîé
äèíàìèêè (ÌÄ), êâàíòîâîé õèìèè è êîìáèíèðîâàííûõ
ïîäõîäîâ êâàíòîâîé ìåõàíèêè – ìîëåêóëÿðíîé ìåõà-
íèêè (ÊÌ/ÌÌ), ïîçâîëÿþò ñóùåñòâåííî äîïîëíèòü
ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ, äîáàâèòü íîâóþ
èíôîðìàöèþ è îáåñïå÷èòü âèçóàëèçàöèþ ïðîöåññîâ
ôåðìåíòàòèâíîãî êàòàëèçà ñ àòîìíûì ðàçðåøåíèåì.

Ìåòîäû ÌÌ è ÌÄ, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè
ýìïèðè÷åñêèõ èëè ïîëóýìïèðè÷åñêèõ ñèëîâûõ ïîëåé
äëÿ îïèñàíèÿ ïîòåíöèàëîâ âçàèìîäåéñòâèÿ àòîìîâ,
ïðåäñòàâëÿþò íàèáîëåå âîñòðåáîâàííûå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èíñòðóìåíòû äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ áèîìîëåêó-
ëÿðíûõ ñèñòåì, ïîñêîëüêó èõ ïðèìåíåíèå îêàçûâàåòñÿ
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Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòîâ ðàâíîâåñíîé ãåîìåòðè÷åñêîé êîíôèãóðàöèè ôåðìåíò-ñóá-
ñòðàòíîãî êîìïëåêñà äëÿ ãèäðîëèçà ãóàíîçèíòðèôîñôàòà áåëêîì EF-Tu, âûïîëíåííûõ äâó-
ìÿ òåîðåòè÷åñêèìè ïîäõîäàìè: êîìáèíèðîâàííûì ìåòîäîì êâàíòîâîé ìåõàíèêè – ìîëåêó-
ëÿðíîé ìåõàíèêè (ÊÌ/ÌÌ) è ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåîìåòðè÷åñ-
êàÿ êîíôèãóðàöèÿ ðåàêöèîííîãî êîìïëåêñà, îïðåäåëåííàÿ ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ, ñîãëàñóåòñÿ ñ
ïðåäñòàâëåíèÿìè î ìåõàíèçìå ðåàêöèè ãèäðîëèçà, â òî âðåìÿ êàê â ñòðóêòóðå ôåðìåíò-ñóá-
ñòðàòíîãî êîìïëåêñà, ïðåäñêàçàííîé ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñ ñèëîâûì ïîëåì
CHARMM, îòíîñèòåëüíîå ïîëîæåíèå íóêëåîôèëüíîãî ðåàãåíòà (ìîëåêóëû âîäû) è îñíîâà-
íèÿ (áîêîâîé öåïè ãèñòèäèíà) íå îòâå÷àåò îïòèìàëüíîìó ðàñïîëîæåíèþ ðåàãåíòîâ.

ïðàêòè÷åñêè âîçìîæíûì äëÿ êîìïüþòåðíûõ ðàñ÷åòîâ
ñòðóêòóð ñ ñîòíÿìè è òûñÿ÷àìè àòîìîâ. Ïàðàìåòðû
ñèëîâûõ ïîëåé äåñÿòèëåòèÿìè ïîäáèðàëèñü è óòî÷íÿ-
ëèñü ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì, à â ïîñëåäíèå
ãîäû è ïî äàííûì êâàíòîâîõèìè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ, íî
òåì íå ìåíåå âîïðîñ î íàäåæíîñòè ðåçóëüòàòîâ ìî-
äåëèðîâàíèÿ áèîìîëåêóë ñ ñèëîâûìè ïîëÿìè ïîñòîÿí-
íî äèñêóòèðóåòñÿ â ëèòåðàòóðå. Áåññïîðíî, ÷òî ïðè
îïèñàíèè õèìè÷åñêèõ ðåàêöèé, ò.å. ïðè îïèñàíèè ðàç-
ðûâà è îáðàçîâàíèÿ õèìè÷åñêèõ ñâÿçåé, ïðåèìóùå-
ñòâî èìåþò ìåòîäû, îñíîâàííûå íà êâàíòîâûõ óðàâ-
íåíèÿõ äëÿ ïîòåíöèàëîâ âçàèìîäåéñòâèÿ. Îäíàêî è â
òåõ çàäà÷àõ, ãäå ðàññìàòðèâàþòñÿ ñòðóêòóðíûå àñ-
ïåêòû áèîìîëåêóë, ïðè èñïîëüçîâàíèè ýìïèðè÷åñêèõ
ñèëîâûõ ïîëåé ìîãóò âîçíèêàòü ñëîæíîñòè.

Â äàííîì ñîîáùåíèè îáñóæäàåòñÿ ñòðóêòóðà ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà îäíîé èç âàæíåéøèõ
ñèñòåì ôåðìåíòàòèâíîãî êàòàëèçà – áåëêà ôàêòîðà
ðîñòà EF-Tu â êîíôèãóðàöèè êîìïëåêñà EF-Tu-ðèáîñî-
ìà ñ ãóàíîçèíòðèôîñôàòîì (ÃÒÔ), îïðåäåëåííàÿ êàê
ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ, òàê è ïî ðåçóëüòàòàì ÌÄ-ìîäåëè-
ðîâàíèÿ ñ ñèëîâûì ïîëåì CHARMM.

 Ôàêòîð ðîñòà EF-Tu èãðàåò âàæíóþ ðîëü â áèî-
ñèíòåçå áåëêîâ, ïðè÷åì ñîñòàâíîé ÷àñòüþ ïðîöåññà
ÿâëÿåòñÿ áûñòðûé ãèäðîëèç ÃÒÔ äî ãèàíîçèíäèôîñ-
ôàòà è íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà â òðîéíîì êîìïëåê-
ñå EF-Tu⋅⋅⋅⋅⋅ÃÒÔ⋅⋅⋅⋅⋅ðèáîñîìà. Ïî ðåçóëüòàòàì êèíåòè÷åñ-
êèõ èññëåäîâàíèé èçâåñòíî, ÷òî êðèòè÷åñêîé àìèíî-
êèñëîòîé ôåðìåíòà ÿâëÿåòñÿ His85 [2]. Äëÿ òåîðåòè-
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÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÃÒÔ áûëà
ïîñòðîåíà ìîäåëü íà îñíîâå êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóê-
òóðû áåëêà EF-Tu ñ àíàëîãîì ÃÒÔ (êîä 1EFT â áàí-
êå äàííûõ áåëêîâûõ ñòðóêòóð). Ìîäåëü ñîäåðæèò íå-
ïðîòîíèðîâàííóþ ìîëåêóëó ÃÒÔ, 210 ìîëåêóë âîäû,
âêëþ÷àÿ ðåàêöèîííóþ ìîëåêóëó, êàòèîí ìàãíèÿ è àìè-
íîêèñëîòíûå îñòàòêè áåëêà EF-Tu â ðàäèóñå ïðèìåð-
íî 20 Å îò àòîìà ôîñôîðà γ-ôîñôàòíîé ãðóïïû ÃÒÔ.
Â êâàíòîâóþ ïîäñèñòåìó áûëè âêëþ÷åíû 36 àòîìîâ
ñ ó÷åòîì äâóõ çàìûêàþùèõ ãðóïï CH3. ÌÌ-÷àñòü
ñîñòîÿëà èç 1811 àòîìîâ, îáúåäèíåííûõ â 556 ýôôåê-
òèâíûõ ôðàãìåíòîâ. Çíà÷åíèÿ ýíåðãèè è ñèëû â ÊÌ-
ïîäñèñòåìå ðàññ÷èòûâàëè ìåòîäîì Õàðòðè–Ôîêà ñ
áàçèñîì LANL2DZdp è ñîîòâåòñòâóþùèì ïñåâäîïî-
òåíöèàëîì äëÿ àòîìà ôîñôîðà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ çíà-
÷åíèé ýíåðãèè è ñèëû â ÌÌ-ïîäñèñòåìå èñïîëüçîâà-
ëè ïàðàìåòðû ñèëîâîãî ïîëÿ AMBER.

 Ïî ðåçóëüòàòàì ðàñ÷åòîâ ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ â âà-
ðèàíòå êîíôîðìàöèîííî-ïîäâèæíûõ ýôôåêòèâíûõ
ôðàãìåíòîâ [3, 4] îïðåäåëåíà ðàâíîâåñíàÿ ãåîìåòðè-
÷åñêàÿ êîíôèãóðàöèÿ ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåê-
ñà (ðèñ. 1).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ðåàêöèîííàÿ ìîëåêóëà âîäû,
îáîçíà÷åííàÿ Wat íà ðèñ. 1, îïòèìàëüíûì ñïîñîáîì
îðèåíòèðîâàíà âîäîðîäíûìè ñâÿçÿìè ñ ó÷àñòèåì áî-
êîâûõ öåïåé àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ His85 è Thr62
äëÿ íóêëåîôèëüíîé àòàêè íà àòîì ôîñôîðà Pγ êîíöå-
âîé ôîñôàòíîé ãðóïïû ìîëåêóëû ÃÒÔ. Ïîäîáíàÿ îðè-
åíòàöèÿ ðåàêöèîííîé ìîëåêóëû âîäû, à òàêæå ðàññòî-
ÿíèå îò êèñëîðîäà ìîëåêóëû âîäû äî Pγ (3,1 Å) õà-
ðàêòåðíû äëÿ äèññîöèàòèâíîãî ìåõàíèçìà ôåðìåíòà-

òèâíîãî ãèäðîëèçà ìîëåêóë íóêëåîçèäòðèôîñôàòîâ.
Ñîãëàñíî ýòîìó ìåõàíèçìó, ïðè ðàçðûâå ñâÿçè Pγ–Oβγ
ïîä âëèÿíèåì áåëêîâîãî îêðóæåíèÿ ïåðåõîäíîìó ñî-
ñòîÿíèþ îòâå÷àåò ïëîñêàÿ êîíôèãóðàöèÿ ãðóïïû
PγO3

–. Ïðîèñõîäèò íóêëåîôèëüíàÿ àòàêà ðåàêöèîííîé
ìîëåêóëû âîäû íà àòîì ôîñôîðà Pγ ñ ïåðåíîñîì
ïðîòîíîâ äî îáðàçîâàíèÿ ìîëåêóëû íåîðãàíè÷åñêîãî
ôîñôàòà. Â ðÿäå ðàáîò [5–7] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ
ïîäîáíîãî ìåõàíèçìà õàðàêòåðíû äîñòàòî÷íî ðåàëèñ-
òè÷íûå àêòèâàöèîííûå áàðüåðû.

Äëÿ ïðîâåðêè ýôôåêòèâíîñòè ìåòîäîâ êëàññè÷åñ-
êîé ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñî ñòðóêòóðîé ôåðìåíò-
ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà (ðèñ. 1) áûë ïðîâåäåí âû-
÷èñëèòåëüíûé ýêñïåðèìåíò ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìï-
ëåêñà êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì ìîëåêóëÿðíîé äèíà-
ìèêè NAMD2 [8] ñ ñèëîâûì ïîëåì CHARMM. Ðà-
íåå ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ áûëà íàéäåíà ãåîìåòðèÿ ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà è ïðîâåäåíà îïòèìèçà-
öèÿ êîîðäèíàò âñåõ àòîìîâ ìîäåëüíîé ñèñòåìû ïî
ìèíèìóìó ýíåðãèè ñ äàííûìè ïàðàìåòðàìè ñèëîâîãî
ïîëÿ. Çàòåì îò ïîëó÷åííûõ ïîëîæåíèé àòîìîâ ðàñ-
ñ÷èòàíà ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêàÿ òðàåêòîðèÿ ïðî-
äîëæèòåëüíîñòüþ 4 íñ, â êîíöå êîòîðîé ñíîâà îñó-
ùåñòâëåíà îïòèìèçàöèÿ êîîðäèíàò âñåé ñèñòåìû ïî
ìèíèìóìó ýíåðãèè. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åíà íîâàÿ
ñòðóêòóðà ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà, ñîãëà-
ñóþùàÿñÿ ñ ïîòåíöèàëàìè âçàèìîäåéñòâèÿ ñèëîâîãî
ïîëÿ  CHARMM.

Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíà ñóïåðïîçèöèÿ ñòðóêòóð ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà äëÿ ãèäðîëèçà ãóàíî-
çèíòðèôîñôàòà â àêòèâíîì öåíòðå EF-Tu, íàéäåííûõ
äâóìÿ ìåòîäàìè. Â öåëîì ñòðóêòóðû ðàçëè÷àþòñÿ íå

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà äëÿ
ãèäðîëèçà ãóàíîçèíòðèôîñôàòà â àêòèâíîì öåíòðå EF-Tu ïî

äàííûì ðàñ÷åòîâ ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ

Ðèñ. 2. Ñóïåðïîçèöèÿ ñòðóêòóð ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà
äëÿ ãèäðîëèçà ãóàíîçèíòðèôîñôàòà â àêòèâíîì öåíòðå EF-Tu. Ñå-
ðûì öâåòîì âûäåëåíû ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòîâ ìåòîäîì ÊÌ/ÌÌ,
÷åðíûì – ðåçóëüòàòû ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ
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ñòîëü çàìåòíî, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îáùåïðèíÿòûìè
ïðåäñòàâëåíèÿìè îá àäåêâàòíîñòè ðåçóëüòàòîâ ñòðóê-
òóðíûõ ðàñ÷åòîâ ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè.
Îäíàêî ñòðóêòóðà àêòèâíîãî ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî
öåíòðà, ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì ÌÄ, íå ïîçâîëÿåò äàæå
ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíóþ ñõåìó ïðîòåêàíèÿ ðåàêöèè
ãèäðîëèçà, åñëè àíàëèçèðîâàòü îðèåíòàöèþ ðåàêöèîí-
íîé ìîëåêóëû âîäû îòíîñèòåëüíî γ-ôîñôàòíîé ãðóï-
ïû ìîëåêóëû ÃÒÔ è áîêîâîãî îñòàòêà His85. Î÷å-
âèäíî, ïîïûòêè ìîäåëèðîâàòü íóêëåîôèëüíóþ àòàêó

ìîëåêóëû âîäû íà γ-ôîñôàòíóþ ãðóïïó ÃÒÔ îò äàí-
íîé êîíôèãóðàöèè ïðèâåäóò ê ñóùåñòâåííî çàâûøåí-
íûì àêòèâàöèîííûì áàðüåðàì ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåàê-
öèîííûì ïóòåì îò ñòðóêòóðû, ïîêàçàííîé íà ðèñ. 1.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû äàííîãî ìîäåëèðîâàíèÿ
ïîêàçûâàþò, ÷òî ê ïðåäñêàçàíèÿì ìåòîäà ìîëåêóëÿð-
íîé äèíàìèêè ñ êëàññè÷åñêèìè ñèëîâûìè ïîëÿìè ñëå-
äóåò îòíîñèòñÿ ñ îñòîðîæíîñòüþ, äàæå åñëè íå ðàñ-
ñìàòðèâàþòñÿ ñòàäèè ðàçðûâîâ è îáðàçîâàíèé õèìè-
÷åñêèõ ñâÿçåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêò ¹ 07-03-00060-à).

ENZYME-SUBSTRATE STRUCTURE FOR THE GUANOSINE
TRIPHOSPHATE HYDROLYSIS BY THE ELONGATION FACTOR
EF-Tu: COMPARISON OF THE RESULTS OF QUANTUM AND
MOLECULAR MECHANICS AND MOLECULAR DYNAMICS
M.S. Shadrina, B.L. Grigorenko, A.V. Nemukhin
(Division of Physical Chemistry)

The results of two theoretical approaches for calculations of equilibrium geometry
configurations of the enzyme-substrate complex for the guanosine triphosphate hydrolysis by the
elongation factor EF-Tu are presented. The results of the combined quantum mechanics –
molecular mechanics (QM/MM) and molecular dynamics simulations are compared. It is shown
that the geometry structure of the reaction center obtained by the QM/MM method is consistent
with the accepted reaction mechanism, while in the enzyme-substrate structure obtained by the
molecular dynamics simulations with the CHARMM force field, the relative position of the
nucleophilic water and histidine as a base does not correspond to the optimal arrangement of the
reagents.
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